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bis 92 % reduzierten. 



(57) Abstract: The invention relates to the use of 
tetrahydrobiopterine and the derivatives thereof in the 
production of a medicament to improve protein tolerance for 
the treatment of diseases arising for an amino acid metabolic 
disorder, e.g. hyperphenylalaninemia. The invention also 
relates to a composition which contains tetrahydrobiopterine 
or derivatives thereof in addition to a special mixture of 
amino acids. The invention can, for instance, be used as a 
food which is low in phenylalanine in the complete nutrition 
of hyperphenylalaninemic patients. Tests carried out within 
the context of said invention revealed that by treating 
patients who had phenylalanine concentrations of more than 
200 ?mol/l in their blood with tetrahydrobiopterine, it was 
possible to reduce the concentrations of phenylalanine by 
37 % to 92 %. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung 
betrifft die Verwendung von Tetrahydrobiopterin und 
seinen Derivaten zur Herstellung eines Medikamentes 
zur Verbesserung der Proteintoleranz zur Behandlung 
von Erkrankungen als Folge eines gestorten Aminosau- 
restoffwechsels, z.B. der Hyperphenylalaninamie. Die 
Erfindung betrifft ferner eine Zusammens etzung, welche 
Tetrahydrobiopterin odcr Dcrivatc davon sowic cine spczicllc 
Aminosauremischung enthalt. Diese kann bei spiel sweise als 
phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel zur vollstandigen 
Ernahrung von hyperphenylalaninamishen Patienten 
eingesetzt werden. Bei den Untersuchungen im Rahmen 
der vorliegenden Erfindung hat sich herausgestellt, dass 
durch Tetrahydrobiopterin-Behandlung von Patienten, 
die Phenylalaninkonzentrationen uber 200 umol/1 im Blut 
aufwiesen sich deren Phenylalaninkonzentrationen um 37 
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Beschreibuna 

Verwendung von Tetrahvdrobiopterinderivaten zur Behandlung und 
Emahrung von Patienten mit Aminosaurestoffwechselstorungen 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von 
Tetrahydrobiopterinderivaten gemaft Anspruch 1, eine Zusammensetzung 
gemaft Anspruch 13, eine Verwendung von Tetrahydrobiopterinderivaten als 
Nahrungserganzungsmittel gemaS Anspruch 26, eine Spezialnahrung 
gemaS Anspruch 28, ein phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel gemaft 
Anspruch 40, sowie ein Diagnostikum zur Diagnose von Tetrahydrobiopterin 
-sensitiven Erkrankungen, die mit gestortem Aminosaurestoffwechsel 
einhergehen gemaft Anspruch 43. 

Erkrankungen als Folge von Aminosaurestoffwechselstorungen sind in 
ihrer Gesamtheit relativ weitverbreitete, Erkrankungen die meist genetisch 
bedingt sind. Als pathophysiologisches Korrelat finden sich verminderte 
Aktivitaten bestimmter Enzyme mit der Folge von erhohten oder erniedrigten 
Konzentrationen von Aminosauren und von daraus synthetisierten 
Neurotransmittern und Botenstoffen sowie gestorter Vertraglichkeit 
(Proteintoleranz) von bestimmten Eiweiftkomponenten in der Nahrung. 

Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung sollen unter dem Begriff 
"Erkrankungen als Folge eines gestorten Aminosaurestoffwechsels folgende 
pathophysiologischen Zustande verstanden werden: 

Zustande mit erhohtem Phenylalanin oder vermindertem Tyrosin, 
Serotonin oder Dopamin in Korperflussigkeiten, Geweben oder Zellen, 
insbesondere bei Zustanden mit verringerter Phenylalaninhydroxylase-, 
Tyrosinhydroxylase- Tryptophanhydroxylase- und NO-Synthaseaktivitat 
Diese Zustande konnen - jedoch ohne Einschrankung hierauf - folgende 
Krankheitsbilder umfassen: Phenylketonurie, insbesondere milde 



WO 2004/058268 



2 



PCT/EP2003/014262 



Phenylketonuria, klassische Phenylketonuria; Pigmentstorungen der Haut, 
insbesondere Vitiligo; sowie Zustande bedingt durch verminderte zellulare 
Verfugbarkeit von Katecholaminen, insbesondere orthostatische 
Hypotension (Shy-Drager Syndrom), muskulare Dystonie; sowie 
5 Neurotransmitterstorungen, insbesondere Schizophrenie; Zustande bedingt 
durch verminderte zellulare Verfugbarkeit von Dopamin oder Serotonin als 
Folge von Tyrosinhydroxylase- oder Tryptophanhydroxylasemangel, 
insbesondere Parkinsonismus, depressive Erkrankungen sowie dystone 
Bewegungsstorungen, Zustande mit verminderter NO-Synthaseaktivitat, 
10 insbesondere endotheliale Dysfunktion, mangelnde Infektabwehr. 

Eine bekannte Aminosaurestoffwechselstorung, welche auf der 
fehienden oder verringerten Metabolisierbarkeit des Phenylalanins beruht, 
ist die Hyperphenylalaninamie, welche durch einen Mangel an 
15 Phenylalaninhydroxylase hervorgerufen wird. Mindestens die Halfte der 
betroffenen Patienten manifestieren sich mit milden klinischen Phanotypen. 
Die im Stand der Technik einzig mogliche Behandlung der meisten 
Aminosaurestoffwechselerkrankungen, wie beispielsweise der 
Hyperphenylalaninamie, liegt darin, die Patienten mit einer Diat zu ernahren, 

2 0 die Produkte verwendet, die die durch die spezielle Stoffwechselstorung 

betroffene Aminosaure nicht enthalt bzw. nur in sehr geringen Mengen 
enthalt. 

Die Hyperphenylalaninamie war eine der ersten genetischen 
25 Storungen, die behandelt werden konnten. In den meisten Fallen wird 
Hyperphenylalaninamie von einem Phenylalaninhydroxylasemangel 
verursacht, hervorgerufen durch Mutationen auf dem 
Phenyialaninhydroxylasegen. Die damit verbundenen Phanotypen reichen in 
ihrem Schweregrad von der klassischen Phenylketonurie (Online 

3 0 Mendelsche Vererbungslehre beim Menschen Nr. 261600) (Online 

Mendelian Inheritance in Man number 261600) bis hin zur milden 
Phenylketonurie urid milden Hyperphenylalaninamie. Mindestens die Halfte 
der betroffenen Patienten leidet an einem der milderen klinischen 
Phanotypen. Sowohl Patienten, die an einer klassichen Phenylketonurie 
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leiden, als auch Patienten, die an einer milden Phenylketonuria leiden, 
mussen ihr Leben lang auf eine proteinarme Ernahrung achten, um 
neuroiogischen Folgeerscheinungen vorzubeugen und eine normale 
kognitive Entwicklung sicherzustellen, wohingegen Patienten mit einer 
5 leichten Hyperphenylalaninamie unter Umstanden keine Behandlung 
benotigen. Im Zusammenhang mit der sehr strengen Diat steht das Risiko 
ernahrungsbedingter Mangelerscheinungen und sie stellt eine starke 
Belastung fur die Patienten und deren Famiiien dar. 

10 Eine kausal wirkende Therapie existiert bislang im Stand der Technik 

nicht, so dass es fur die betroffenen Patienten keine andere Moglichkeit gibt, 
als strenge Diat einzuhalten, wenn sie nicht riskieren wollen, erhebliche 
Folgeerscheinungen der Aminosaurestoffwechselstorung und der 
beispielsweise damit verbundenen Hyperphenylalaninamie, zu erleiden. Die 

15 neuroiogischen Folgeerscheinungen umfassen beispielsweise irreversible 
Schadigungen des Nervensystems und des Gehirns, mentale Retardierung 
bis hin zum volligen Schwachsinn. Daruber hinaus sind Nierenschaden, 
Leberschaden und Schadigungen der Sinnesorgane beschrieben. 

2 0 Fur die betroffenen Patienten hei&t das - am Beispiel der 

Hyperphenylalaninamie - dass man diese mit einer phenylalaninarmen Kost 
versorgen muB. Da Phenylalanin ein wichtiger Proteinbaustein, 
insbesondere in der tierischen Welt ist, ist es naturgemaft schwierig, 
Patienten mit Aminosaurestoffwechselstorungen - ohne Provokation von 
25 unerwunschter und toxischer Phenylalaninerhohung zu ernahren. Daruber 
hinaus konnen emahrungsbedingte Mangelerscheinungen auftreten. 

Im Stand der Technik wurden hierzu fruher EiweiShydrolysate 
verwendet, welche aus phenylalaninarmen Proteinen durch saure oder 

3 0 alkalische Hydrolyse hergestellt wurden. 

Derartige Produkte hatten einen mehr als ublen Geschmack und waren 
haufig fur die Patienten auf lange Sicht untragbar. Neben diesen 
Hydrolysaten kamen nur nach entsprechendem diatetischem Konzept streng 
35 ausgewahlte Speisen, meist vegetarischer Natur, als Ernahrung fur die 
betroffenen Patienten in Frage. 
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Demgegenuber sind die synthetischen Aminosaurenmischungen 
welche diejenige Aminosaure, die von der Stoffwechselstorung betroffen ist, 
nicht enthalt, bereits eine starke Verbesserung gegenuber den 
5 aithergebrachten Hydrolysaten. 

Phenylalaninfreie Produkte auf dieser Basis sind beispielsweise aus 
der US 5,393,532 bekannt und werden seither als Spezialnahrung fur 
Hyperphenylalaninamie- und Phenylketonuriepatienten verwendet. 

10 

Desweiteren ist es aus der WO 98/08402 A1 bekannt, 
Spezialnahrungsmittel auf Basis von Casein-GIyko-Makropeptiden in 
Verbindung mit Aminosauremischungen herzustellen, um Patienten im 
Bedarfsfalle z.B. phenylalaninfrei ernahren zu konnen. 

15 

Geschmacklich stehen derartige Aminosauremischungen jedoch weit 
unterhalb des Niveaus der gewohnlichen Nahrungsmittel. 

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass ein strenger, lebenslang 
2 0 einzuhaltender Diatplan, der auf eine spezielle 
Aminosaurestoffwechselstorung zugeschnitten ist, eine starke psychosoziale 
Belastung darstellt und andere Behandlungsmethoden bisher nicht 
erfolgreich waren. 

25 Ausgehend von diesem Stand der Technik ist es daher Aufgabe der 

vorliegenden Erfindung, Stoffe zur Verfugung zu stellen, welche einerseits 
im Rahmen einer therapeutischen Behandlung von 
Aminosaurestoffwechselstorungen eingesetzt werden konnen und 
andererseits zur Hersteliung von Nahrungs-Mitteln, insbesondere diatetische 

30 Spezialnahrung fur von Aminosaurestoffwechselstorungen betroffenen 
Patienten verwendet werden konnen. 

Die obige Aufgabe wird durch eine Verwendung von 
Tetrahydrobiopterinderivaten gema(3> Anspruch 1, eine Zusammensetzung 
35 gemaft Anspruch 13, eine Verwendung von Tetrahydrobiopterinderivaten als 
Nahrungserganzungsmittel gemaB Anspruch 26, eine Spezialnahrung 
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gemaS Anspruch 28 sowie ein phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel 
gemali Anspruch 40 gelost. 

Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein 
5 Diagnostikum fur solche Aminosaurestoffwechselstorungen zur Verfugung 
zu stellen, die durch Tetrahydrobiopterinderivate gunstig beeinflusst werden 
konnen. 

Diese Aufgabe wird durch ein Diagnostikum gemaB Anspruch 43 
1 o gelost 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung 
wenigstens einer Verbindung mit folgender allgemeiner Formel: 

15 



R2 R3 R4 

i i i 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH3) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H7) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
2 0 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 
25 worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
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C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3j 
C 2 H 5 , C3H7, Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
5 worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
COOR9, wobei R9 CH 3l C 2 H 5j C 3 H 7 , Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

10 

deren pharmazeutisch akzeptablen Salze; 

zur Herstellung eines Medikamentes zur Verbesserung der 
Proteintoleranz zur Behandlung von Erkrankungen als Folge eines gestorten 
1 5 Aminosaurestoffwechsels. 

Inn Folgenden sind bevorzugte Ausfuhrungsformen der 
erfindungsgemaften Verwendung beschrieben: 

2 0 Besonders fur die erfindungsgemaBe Verwendung geeignet ist eine 

Verbindung, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8- 
Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid oder 
Sulfat, sowie einer Verbindung mit folgender Struktur: 
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(-)-(rR J 2 , S,6R)-2-Amino-6-(1\2 , -dihydroxypropyl)-5 J 67 J 8-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid; und/oder 
2-N-Stearoyl-r j 2 , -di-0-acetyI~5,6,7,84etrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-DecanoyI-r,2 , -di-0-acetyI-5,6 J 7 5 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Paimitoyl-r j 2 5 -di-0-acetyl-5,6,7 J 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-r j 2 , -di-0-acetyl-5 1 6,7,8-tetrahydrobiopterin. 

Als Salze kommen insbesondere Hydrochloride oder Sulfate zum 
Einsatz. 

Die oben genannten Verbindungen kommen insbesondere als 
Medikament zur Behandlung folgender Erkrankungen bzw. 
Aminosaurestoffwechselstorungen in Frage: 

Zustande mit erhohtem Phenylaianin oder vermindertem Tyrosin in 
Korperflussigkeiten, Geweben oder Zellen, insbesondere Zustande mit 
verringerter Phenylalaninhydroxylaseaktivitat; Phenylketonurie, 

insbesondere milde Phenylketonurie, klassische Phenylketonurie; 
Pigmentstorungen der Haut, insbesondere Vitiligo; Zustande bedingt durch 
verminderte zellulare Verfugbarkeit von Katecholaminen, insbesondere 
orthostatische Hypotension (Shy-Drager Syndrom), muskulare Dystonie; 
sowie Neurotransmitterstorungen, insbesondere Schizophrenie. 

Vorzugsweise wird als pharmazeutisch akzeptables Salz ein 
Hydrochlorid, insbesondere ein Dihydrochlorid, verwendet. 



Daruber hinaus kommt der vorliegenden Erfindung Bedeutung zu ? 
indem man wenigstens eine Verbindung mit folgender allgemeinen Formel 
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als Chaperon, insbesondere chemisches Chaperon, oder sogenanntes 
Protein-Faltungshilfsmittel einsetzt: 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 )2, N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
10 vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5 ; 

15 worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 
2 0 C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
COOR9, wobei R9 CH 3} C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
25 C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 
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deren pharmazeutisch akzeptablen Salze. 

Auch bei Verwendung als Chaperon ist es bevorzugt, dass die 
5 Verbindung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8- 
Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid, sowie 
einer Verbindung mit folgender Struktur: 



OH 




10 



(-)-(rR ) 2 , S I 6R)-2-Amino-6-(1 , ( 2'-dihydroxypropyl)-5,6 l 7 J 8-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
15 2-N-Stearoyl-r,2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 

2-N-Decanoyl-r,2 , -di~0-acetyl-5 J 6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-r,2 , ~di-0-acetyl-5,6 I 7 f 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5 3 6 J 7,8-tetrahydrobiopterin. 

2 0 Die genannten Verbindungen haben sich als hervorragend geeignet zur 
Abminderung von ProteinmiRfaltung und dadurch zur Verbesserung von 
Enzymaktivitat, insbesondere bei Strukturanomalien in Enzymen, die 
Tetrahydrobiopterin ais Cofaktor benotigen, beispielsweise bei Defekten der 
Phenylalaninhydroxylase, herausgestellt Durch diesen Wirkmechanismus 

2 5 sind sie bevorzugt geeignet zur Herstellung von Arzneimitteln, die zur 
Behandlung von Krankheitsbildern geeignet sind welche auf 
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Strukturanomalien der folgenden Enzyme zuruckzufuhren sind: 
Phenylalaninhydroxylase, Tyrosinhydroxylase, Tryptophanhydroxylase, oder 
NO-Synthase. 

5 Somit eignen sich die erfindungsgemaften Chaperone zur Therapie von 
Zustanden 

mit erhohtem Phenylalanin oder vermindertem Tyrosin, Serotonin oder 
Dopamin in Korperflussigkeiten, Geweben oder Zellen, insbesondere bei 
10 Zustanden mit verringerter Phenylalaninhydroxylase- Tyrosinhydroxylase- 
Tryptophanhydroxylase- und NO-Synthaseaktivitat verwendet wird. 

Dieser Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft die Verwendung 
15 wenigstens einer Verbindung gemaft folgender allgemeiner Formel als 
Neurotransmitter-oder Botenstoff-Enhancer, insbesondere fur 
Catecholamine und/oder Serotonin und/oder Dopamin und/oder Stickoxid 
(NO): 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
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bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 
5 worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C2H5; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobeiXein 
C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
10 C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3j 
C2H5, C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2) F, CI, Br, I, CH 3l COOH, CHO, 
15 COOR9, wobei R9 CH 3| C 2 H 5 , C 3 H 7j Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 
deren pharmazeutisch akzeptablen Salze. 



2 0 Auch als Neurotransmitter-oder Botenstoff-Enhancer wird bevorzugt 

eine Verbindung ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8- 
Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid, sowie 
einer Verbindung mit folgender Struktur: 
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'R^S^R^-Amino^ 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
5 2-N-Stearoyl-1 '^'-di-O-acetyl-S^J^-tetrahydrobiopterin; und/oder 

2-N-Decanoy!-1 '^'-di-O-acetyl-S^^^-tetrahydrobiopterin; und/oder 
" 2-N-Palmitoyl-1 \2 -di-O-acetyl-S^J^-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl~5,6,7,8-tetrahydrobiopterin. 

10 Die vorliegende Erfindung betrifft ferner eine Zusammensetzung, die 

wenigstens eine Verbindung mit folgender allgemeiner Formel enthalt: 




R10 



15 

worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 )2, N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 
2 0 worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 

NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
25 Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
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C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 
C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
5 worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5> C 3 H 7 , Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3l 
C 2 H 5j und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

10 

deren pharmazeutisch akzeptablen Salze; sowie 

wenigstens eine Aminosaure enthaltend, welche ausgewahlt ist aus der 
Gruppe bestehend aus den essentiellen Aminosauren: Isoleucin, Leucin, 
15 Lysin, Methionin, Threonin, Tryptophan, Valin, Histidin; sowie aus den nicht 
essentiellen Aminosauren, insbesondere Alanin, Arginin, Asparaginsaure, 
Asparagin, Cystein, insbesondere Acetylcystein, Glutaminsaure, Glutamin, 
Glycin, Prolin, Serin sowie Tyrosin. 

20 Eine bevorzugte Zusammensetzung ist dadurch gekennzeichnet, dass 

sie die essentiellen Aminosauren, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend 
aus: Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Threonin, Tryptophan, Valin, 
Histidin und zusatzlich wenigstens eine der Aminosauren Alanin, Arginin, 
Asparaginsaure, Asparagin, Cystein, insbesondere Acetylcystein, 

2 5 Glutaminsaure, Glutamin, Glycin, Prolin, Serin sowie Tyrosin enthalt. 

Es ist ferner bevorzugt, dass die erfindungsgemafte Zusammensetzung 
zusatzlich Kohlehydrate, insbesondere Glucose, und/oder Vitamine enthait. 



WO 2004/058268 



14 



PCT/EP2003/014262 



Vorzugsweise kann die erfindungsgemafte Zusammensetzung als oral 
oder intravenos zu verabreichendes Praparat formuliert sein. 

Das Praparat kann als Pulver, Tablette, Kapsel, Dragee, in 
5 Tropfenform oder fur topische Anwendungen, insbesondere Salben; sowie 
als Losung zur intravenosen Anwendung, formuliert sein. 

Selbstverstandlich konnen derartige Zubereitungen als 
pharmazeutische Zusammensetzung, gegebenenfalls mit pharmazeutisch- 
10 galenisch ublichen Hilfsstoffen, ausgebildet sein. 

Die erfindungsgemaBe Zusammensetzung kann jedoch ebenfalls als 
, diatetische Zusammensetzung, gegebenenfalls mit lebensmitteltechnisch 
ublichen Hilfsstoffen, insbesondere Emulgatoren, bevorzugt Lecitin oder 
15 Cholin, ausgebildet sein. 

Daruber hinaus ist es bevorzugt, dass die erfindungsgemaBe 
Zusammensetzung noch zusatzlich Mineralstoffe und/oder Elektrolyte 
enthait, welche ausgewahlt sind aus: Mineralsalzen; Salinensalzen; 
20 Meersalzen; Spurenelementen, insbesondere Selen, Mangan, Kupfer, Zink, 
Molybdan, Jod, Chrom; Alkaliionen, insbesondere Lithium, Natrium, Kalium; 
Erdalkaliionen, insbesondere Magnesium, Calcium; Eisen. 

Im Rahmen eines diatetischen Nahrungsmittels fur Patienten mit 
2 5 Hyperphenylalaninamie kann die erfindungsgemafte Zusammensetzung 
sogar zusatzlich Phenylalanin enthalten, ohne dass die Gefahr einer 
toxischen Akkumulation von Phenylalanin im Serum, 
Cerebrospinalflussigkeit und/oder dem Gehirn auftritt 
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Es ist ferner bevorzugt, dass die Zusammensetzung zusatziich noch L- 
Carnitin und/oder Myoinosit und/oder Cholin enthalt 

Daruberhinaus kann es nutzlich sein, dass die erfindungsgemafte 
5 Zusammensetzung noch die in der Lebensmitteltechnik ublichen 
Antioxidantien, insbesondere Vitamin C, enthalt, wodurch die oxidative 
Zersetzung der Tetrahydrobiopterinderivate wenigstens weitgehend 
vermieden werden konnen und die Lagerstabilitat der Zusammensetzung 
verbessert wird. 

10 

Bevorzugt wird eine Zusammensetzung mit einer Verbindung verwendet, 
wobei die Verbindung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: 
5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen 
Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit folgender Struktur: 

15 




(-HrR^'S^R^Amino^r.Z-dihydroxypropyO-S^^^-tetrahydro- 

2 0 4(3H)-pteridinon, 

insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1 , J 2 , -di-0-acetyl-5,6 J 7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyi-r,2 ? -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyi-r,2 , -di-0-acetyl-5 f 6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 

2 5 2-N-Linoleoyl-1 '^'-di-O-acetyl-S.BJ^-tetrahydrobiopterin. 
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Der vorliegenden Erfindung kommt eine besondere Bedeutung bei der 
Hersteliung von Nahrungserganzungsmitteln zu, welche sich eignen, urn von 
Aminosaurestoffwechselstorungen betroffenen Patienten eine weitgehend 
normale Ernahrung trotz ihrer Erkrankung zu ermoglichen. 

Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung eine Verwendung 
wenigstens einer Verbindung mitfolgender allgemeiner Formel: 




worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 )2, N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyi, wobei der Acylrest 1 
bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
15 vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hs; 

2 0 worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 

25 C 2 H 5 , C 3 H 7j Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
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worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2j F, CI, Br, I, CH 3l COOH, CHO, 
COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7) Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
5 C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie deren geeignete 
Salze; 

als Nahrungserganzungsmittel. 

Als Nahrungserganzungsmittel fur die angesprochene Patientengruppe 
10 eignet sich insbesondere eine solche Verbindung besonders, die 
ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8- 
Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid, sowie 
einer Verbindung mit folgender Struktur: 




(-HrR^'S^R^-Amino^r^'-dihydroxypropyO-S^^^-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 

2 0 insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 

2-N-Stearoyl-1 , ,2 , -di-"0-acetyi-5,6 J 7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-r,2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-r,2 , -di-0-acetyl-5,6,7 ) 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl~1 , ] 2'-di-0-acetyl-5,6,7 > 8-tetrahydrobiopterin. 



25 
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Eine herausragende Bedeutung kommt der vorliegenden Erfindung bei 
der Hersteiiung einer Spezialnahrung auf Basis von im Wesentlichen 
phenylalaninfreien Aminosaurenmischungen zu, mit der insbesondere 
Patienten mit Hyperphenylalaninamie optimal ernahrt werden konnen. 

Derartige Spezialnahrung enthalt wenigstens eine Verbindung mit 
folgender allgemeiner Formel: 




worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2) N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H5)2, N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
15 vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hs; 

2 0 worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, !, Acetyl, OX, wobei Xein 
C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 

25 C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
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worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2l F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5) C 3 H 7 , Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
5 C 2 H 5l und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren lebensmitteltechnisch akzeptablen Salze. 

Als Spezialnahrung fur Hyperphenylalaninamie-Patienten eignet sich 
10 besonders eine solche, welche wenigstens eine Verbindung enthalt, die 
ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8- 
Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid, sowie 
einer Verbindung mit folgender Struktur: 



OH 




15 



H 



(-HI'RZ'S.eR^-Amino-e^r^'-dihydroxypropyO-S.S.y.S-tetrahydro- 



4(3H)-pteridinon, 



20 



insbesondere deren Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1',2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1 , l 2'-di-0-acetyl-5,6,7 I 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1 '.Z-di-O-acetyl-S.SJ.S-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1',2'-di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin. 



25 
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Zur Sicherung des vollstandigen Nahrungsangebotes ist es bevorzugt, 
dass die erfindungsgemaGe Spezialnahrung zusatzlich Kohlenhydrate, 
insbesondere Glucose, Maltodextrin, Starke und/pder Fette, wie Fischol, 
insbesondere Lachsol, Heringsol, Makrelenol, oder Thunfischdl; enthalt. 

5 

Es ist besonders bevorzugt, dass die Spezialnahrung hypoallergen 
und/oder im wesentlichen glutenfrei ist. 

Da die meisten Aminosaurestoffwechselstorungen genetisch bedingte 
10 Erbkrankheiten sind, ist es erforderlich, die Patienten von Geburt an mit der 
richtigen Nahrung zu versorgen. Daher ist es ein besonderer Vorteil, dass 
die Spezialnahrung der vorliegenden Erfindung als Sauglingsnahrung, 
insbesondere als Milchersatzmitte! sowohl fur Sauglinge als auch altere 
Kinder und Erwachsene, formuliert werden kann. 

15 

Ein derartiges Milchersatzmittel fur Sauglinge weist zusatzlich einen 
Fettanteil auf, wobei insbesondere in etwa 90% als Triglyzeride, 10% als 
Mono- und Diglyzeride vorliegen. 

2 0 Zur leichteren Konfektionierung und zur Erhohung der Lagerstabilitat 

wird die Spezialnahrung als Pulver, insbesondere als Lyophilisat, zur 
Verfugung gestellt. 

Desweiteren ist es bevorzugt, die erfindungsgemaUe Spezialnahrung 
2 5 zusatzlich mit Fettsauresupplementen zu versehen, insbesondere 
ungesattigte Fettsauren, vorzugsweise Omega-3-Fettsauren, insbesondere 
Alphalinolensaure, Docosahexaensaure, Eicosapentaensaure, oder Omega- 
6 Fettsauren, insbesondere Arachidonsaure, Linolsaure, Linolensaure; oder 
Olsaure. 



30 
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Es ist ferner bevorzugt, dass die Spezialnahrung Fischolzusatze 
enthalt, insbesondere aus Lachs- Hering- Makrelen- oder Thunfischol. 

Daruber hinaus kann die Spezialnahrung einen Fettanteil aufweisen, 
5 der pflanzliche Ole, insbesondere Distelol und/oder Sojaol und/oder Kokosol 
umfasst. 

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform der Spezialnahrung der 
vorliegenden Erfindung ist es diese aufgrund ihres Charakters als 
10 Miichersatzmittel auch als speziell fur Patienten mit einer 
Aminosaurestoffwechselstorung, insbesondere Hyperphenylalaninamie, 
geeignetes Milchmixgetrank, insbesondere Fruchtmilchmixgetrank oder 
Kakao auszubilden. 

15 Bei der Ernahrung von Patienten mit Hyperphenylalaninamie kommt 

der vorliegenden Erfindung eine herausragende Bedeutung zu: Durch den 
Verdienst der Erfinder der vorliegenden Erfindung ist es erstmals moglich, 
solchen Patienten ein phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel zur 
Verfugung zu stellen, das durch den Zusatz von Tetrahydrobiopterin - 

2 0 Derivaten geeignet ist die Proteintoleranz und den Abbau von Phenylalanin 
zu erhohen. 

GemaB der vorliegenden Erfindung enthalt ein solches 
phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel ein proteinarmes 
25 Grundnahrungsmittel sowie wenigstens eine Verbindung mit folgender 
allgemeiner Formel: 
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R2 R3 R4 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
5 F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2) N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
bis 32 Kohienstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
vorzugsweise 9 bis 20 Kohienstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2l F, CI, Br, I, O, S; 
10 worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH 5 NH 2 , F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobei X ein 
C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
15 C9 bis C20 Acylrest, ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3 , 
C 2 H 5 , C 3 H 7> Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3) COOH, CHO, 
2 0 COOR9, wobei R9 CH 3? C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren lebensmitteltechnisch akzeptablen Salze. 
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Fur das erfindungsgemaGe phenylalaninarme Spezialnahrungsmittel ist 
es ebenfalls bevorzugt, eine Verbindung einzusetzen, welche ausgewahlt 
wird aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, 
- Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit 
5 folgender Struktur: 




10 (-)-(rR,2 , S ) 6R)-2-Amino^-(1\2 , -dihydroxypropyl)~5 l 67 I 84etrahydro» 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere deren Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1 , ,2 , -di-0~acetyl-5,6,7,8~tetrahydrobiopterin; und/oder 
2~N-Decanoyl-r i 2 , -di-0-acetyl~5 ) 6,7,84etrahydrobiopterin; und/oder 

1 5 2-N-Palmitoyl-1 '^'-di-O-acetyl-S^J^-tetrahydrobiopterin; und/oder 

2-N-Linoleoyl-1 , J 2 , -di-0-acetyl-5 J 6,7 7 8-tetrahydrobiopterin. 

Es ist moglich und bevorzugt, das phenylalaninarme 
Spezialnahrungsmittel auszubilden als: Fertiggerichte; Teigwaren, 
2 0 insbesondere Nudeln; Backwaren, insbesondere Brot, Kuchen, 

Kekse; SuBwaren, insbesondere Schokolade, Bonbons, Eis; 
Getranke, insbesondere Milchersatzmittel, ausgebildet als 
Milchmixgetrank, insbesondere als Fruchtmilchmixgetrank oder 
Kakao; sowie Bier. 
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5 



Hiermit konnen Hyperphenylalaninamie-Patienten erstmais 
signifikant hohere Mengen an normaler Kost zu sich nehmen - ohne 
sich aufgrund ihrer Aminosaurestoffwechselstorung in Gefahr zu 
begeben - und ohne ausschlieGlich auf die ubel schmeckenden 
Produkte des Stands der Technik angewiesen zu sein. 



Infolge des raschen Eintritts der Wirkung von Tetrahydrobiopterinderivaten 
ist es im Rahmen der vorliegenden Erfindung schlussendlich moglich, ein 
Diagnostikum zur Erkennung von Tetrahydrobiopterin-sensitiven 
10 Erkrankungen des Aminosaurestoffwechsels, zur Verfugung zu stellen, 
welches wenigstens eine Verbindung mit folgender allgemeiner Formel 
enthalt: 



worin R1 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
F, CI, Br, I, NH 2l N(CH 3 ) 2j N(C 2 H 5 ) 2l N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, wobei der Acylrest 1 
bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, 
2 0 vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 



worin R2 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, 
NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C2H5; 




R8 



15 



R10 
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worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2l F, CI, Br, I, Acetyl, OX, wobeiXein 
C1 bis C32 Acylrest, insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein 
C9 bis C20 Acylrest, ist; 
5 worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, CH 3j 

C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO, 
COOR9, wobei R9 GH 3 , C 2 H 5j C 3 H 7 , Butyl ist; 
10 worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; 

insbesondere 5,6,7, 8-Tetrahydrobiopterin; sowie deren pharmazeutisch 
akzeptablen Salze. 

15 Zusammenfassend ist festzustellen, dass es mit den im Rahmen der 

vorliegenden Erfindung beschriebenen Verbindungen erstmals moglich ist, 
bestimmte genetisch bedingte Aminosaurestoffwechselstorungen 
medikamentos zu behandeln, so dass die Patienten eine Verbesserung der 
Proteintoleranz sowie eine weitgehende Normalisierung ihrer gestorten 

2 0 Enzymaktivitat sowie der Konzentrationen der betroffenen Aminosauren 
und/oder deren Stoffwechselprodukte in Korperflussigkeiten und 
Korperzellen aufweisen. 

Desweiteren schlagt die vorliegende Erfindung Zusammensetzungen 
25 von Nahrungserganzungsmitteln und Spezialnahrungen vor, die gleichzeitig 
die in der Erfindung beschriebenen Verbindungen zur Verbesserung der 
Proteintoleranz und des Abbaus von Phenylalanin enthalten. Dadurch ist es 
erstmals moglich ist, Patienten mit Aminosaurestoffwechselstorungen 
praktisch normal, d.h. mit quasi alien geschmacklichen und 
30 kompositorischen Nuancen, zu ernahren. 
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Neben den oben bereits mehrfach erwahnten Verbindungen konnen 
jedoch auch folgende Verbindungen als bevorzugte Ausfuhrungsformen fur 
samtliche Anspruchskategorien zum Einsatz gelangen: 

Samtliche Einzeiverbindungen sowie deren unterschiedliche 
Enantiomere, die sich mit den jeweils offenbarten Substituenten R1 bis R10 
und X aus den dargestellten allgemeinen Formeln ergeben sowie samtliche 
Unterkombinationen davon. 

Insbesondere sollen folgende Unterkombinationen von Verbindungen 
Bestandteii der Offenbarung sein: 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH; 
und/oder 

worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: F, CI, Br, I; 
und/oder 

worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: NH 2l 
N(CH3) 2) N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H7) 2 ; und/oder 

worin R1 NH-Acyl ist, wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome 
enthalt, insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 20 
Kohlenstoffatome, enthalt; und/oder 
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worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH; 
und/oder 

5 worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: NH 2 , F, CI, 

Br, I, O, S; und/oder 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H 5 ; und/oder 

10 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 ; und/oder 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
15 Gruppe bestehend aus: F, Ci, Br, I; und/oder 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander Acetyl ist; und/oder 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 

2 0 Gruppe bestehend aus: OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 

ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, ist; und/oder 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: CH 3 , C 2 H 5 , 
C 3 H 7l Butyl, Isobutyl, t-Butyl; und/oder 

25 

worin R5 Phenyl ist; und/oder 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , COOH, CHO; 

3 0 und/oder 
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worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 
und/oder 

5 worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5l und - - eine optionale Doppelbindung darstellt. 

Es hat sich ferner herausgestellt, dass sich lipophile 
Tetrahydrobiopterinderivate, wie sie beispieisweise in der EP 0 164 964 A1 

10 beschrieben sind, besonders eignen, um einerseits die Serumhalbwertszeit 
im Vergleich zu Tetrahydrobiopterin von ca. 8 Stunden auf uber 18 Stunden 
zu erhohen. Andererseits sind derartige lipophile 
Tetrahydrobiopterinderivate besonders geeignet, um Spezialnahrungen und 
Nahrungsmittelerganzungen herzustellen, da sie sich auch in fetthaltigen 

15 Gemischen, beispieisweise in Milchersatzmitteln, gut losen. 

Desweiteren liegt ein Vorteil der lipophilen Verbindungen in ihrer 
verminderten Oxidationsempfindlichkeit. 

2 0 Derartige lipophile Verbindungen sind insbesondere solche, bei 

welchen 

R1 in obiger allgemeiner Formel ein NH-Acyl ist, wobei der Acylrest 
insbesondere 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 
25 und/oder 

R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der 
Gruppe bestehend aus: OX, wobei X insbesondere ein C9 bis C32 Acylrest, 
bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, ist; wobei die Substituenten R2, R3 f R5, 
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R7 t R8, R9 7 R10 wie im Rahmen der vorliegenden Erfindung offenbart 
ausgewahlt sein konnen. 

Vorzugsweise konnen folgende lipophile Tetrahydrobiopterinderivate 
5 fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung beispielhaft eingesetzt werden: 

2-N-Stearoyl-r,2 , -di-0-acetyl-5 ) 6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1 , J 2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl--1 , f 2 , --di»0-acetyI-5 T 6 J 7 J 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
10 2-N-Linoieoyl-1 , J 2 3 -di-0~acetyi-5 J 6 J 7,8-tetrahydrobiopterin. 

Tetrahydrobiopterin ist derzeit kommerziell erhaltiich, so beispielsweise 
als Sapropterinhydrochlorid welches unter dem Namen BIOPTEN® von der 
Firma Suntory erhaltiich ist und welches zur Therapie von genetisch 
15 bedingten Tetrahydrobiopterin-Synthesestorungen eingesetzt wird. 

Daruber hinaus kann Tetrahydrobiopterin und seine Derivate 
synthetisch hergestellt werden. Beipielhaft ist hierzu die EP 0 164 964 A1 
genannt, welche u.a. die Herstellung einer Reihe von acylierten 
2 0 Tetrahydrobiopterinderivaten beschreibt Desweiteren offenbart die US 
4,665,182 die organisch chemische Synthese von Biopterinderivaten. 

Somit bereitet die Herstellung der verwendeten Verbindungen dem 
Fachmann keine Schwierigkeiten. 

25 

Weitere Vorteile und Merkmale ergeben sich aufgrund der 
Beschreibung von Ausfuhrungsbeipielen sowie anhand der Zeichnung. 

Es zeigt: 

30 

Fig. 1 die Phenylalaninkonzentrationen im Blut vor Provokation mit 
Phenylalanin sowie vor und nach Gabe von Tetrahydrobiopterin bei der 
milden Hyperphenylalaninamie, der milden Phenylketonurie, der milden, 
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nicht auf Tetrahydrobiopterin ansprechenden Phenylketonuria sowie der 
kiassischen Phenylketonuria; 

Fig. 2 die Wirkungen von Kurzzeitbehandlungen mit 
5 Tetrahydrobiopterin auf die Phenylalaninoxidation; 

Fig. 3 eine Relation zwischen der kumulativen Wiederfindungsrate von 
13 C-markiertem C0 2 wahrend nach Gabe von 13 C-markiertem Phenylalanin 
und den Phenyialanin-Blutkonzentrationen vor und nach Verabreichung von 
1 o Tetrahydrobiopterin; 

Fig. 4 die Wirkung von Tetrahydrobiopterin auf die periphere 
Phenylaianin-Clearance und Oxidationsraten bei Patienten mit 
Hyperphenylalaninamie; und 

15 

Fig. 5 die strukturelle Lokalisation von Phenylalaninhydroxylase 
Missense-Mutationen. 

Tabelle 1 die Korrelation der Genotypen zu klinischen Phanotypen. 

20 

Beispiele 

Verfahrensweise 

Urn die therapeutische Wirksamkeit von Tetrahydrobiopterin zu 
25 untersuchen, fuhrten wir einen kombinierten Phenyialanin- 
Tetrahydrobiopterin Belastungstest zur Diagnostik durch und analysierten 
die Wirkung in vivo mittels Bestimmung der [ 13 C]Phenylalanin-Oxidations- 
Raten bei 38 Personen mit einem Mangel an Phenylalanin-Hydroxylase vor 
und nach Gabe von Tetrahydrobiopterinderivaten Das Ansprechen auf 
30 Tetrahydrobiopterin stand mit bestimmten Genotypen im Zusammenhang 
und wir lokalisierten Mutationen anhand des Strukturmodelles des 
Phenylalanin-Hydroxylase-Monomers und daraus abzuleitende 
Proteinfehlfaltung. 
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Ergebnisse 

Bei 27 der 31 Patienten (87 Prozent) mit einer milden 
Hyperphenylalaninamie (n=10) oder einer milden Phenylketonurie (n=21) 
senkte Tetrahydrobiopterin deutlich den Phenylalaningehalt im Blut und 
5 erhohte/verbesserte die Phenylaianin-Oxidation. Umgekehrt erfullte keiner 
der sieben Patienten mit klassischer Phenylketonurie (n=7) das Kriterium 
des starken Ansprechens auf Tetrahydrobiopterin, wie es in der Studie 
definiert wurde. Bei einzelnen Patienten mit klassischer Phenylketonurie 
waren jedoch geringe Effekte nachweisbar. Eine Langzeittherapie mit 

10 Tetrahydrobiopterin, die bei funf Kindern durchgefuhrt wurde, erhohte die 
tagliche Phenylalanintoleranz signifikant von 8,7±8,6 mg/kg Korpergewicht 
(Spanne 8,8-30) auf 61,4+27,9 mg/kg Korpergewicht (Spanne 17,9-90) unter 
medikamentoser Behandlung (P=0,0043) und ermoglichte ihnen damit, ihre 
Spezialdiat abzubrechen. Sieben Mutationen des 

15 Phenylalaninhydroxylasegens (P314S, Y417H, V177M, V245A, A300S, 
E290G und IVS4-5C^G) und daraus resultierende Strukturanomalie und 
Fehlfaltung des Enzyms wurden als hochstwahrscheinlich ursachlich in 
Zusammenhang stehend mit dem Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin 
klassifiziert und sechs Mutationen (A403V, F39L, D415N, S310Y, R158Q 

2 0 und I65T) wurden als moglicherweise in Zusammenhang stehend 

klassifiziert. Vier Mutationen (Y414C, L48S, R261Q und 165V) standen 
uneinheitlich mit diesem Phanotyp in Zusammenhang. Mit dem Ansprechen 
auf Tetrahydrobiopterin verbundene Mutationen waren vor allem im 
katalytischen Bereich des Proteins lokalisiert und waren nicht direkt an der 
25 Cofaktorbindung beteiligt. 

Schlufl folgerungen: 

Ein Ansprechen auf Tetrahydrobiopterinderivate - charakterisiert durch 
Verbesserung der Proteintoleranz, weitgehender Normalisierung gestorter 

3 0 Phenyalaninhydroxlyseaktivitat sowie Absenkung erhohter 
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Phenylalaninkonzentration - tritt haufig bei Patienten mit einem milden 
Phanotyp einer Hyperphenylalaninamie auf. Das Ansprechen kann nicht 
zuverlassig anhand des Genotyps vorhergesagt werden, was vor allem bei 
zusammengesetzten doppelt heterozygoten Genotypen zutrifft. Die 
5 medikamentose Behandlung rnit Tetrahydrobiopterinderivaten und/oder 
Zusatz der Verbindungen zu Nahrungsmitteln konnte viele Patienten von 
ihrer sehr belastenden phenylalaninarmen Diat befreien und dadurch ihre 
Ernahrung erleichtern. 

10 Nach Einreichung der vorliegenden Patentanmeldung werden die 

Daten der Erfindung in wissenschaftlich begutachteter Form publiziert und 
dokumentiert: New England Journal of Medicine, 2002, 347 (26), 2122-2132 
(26.12.02). 

15 Einleitung 

Hyperphenylalaninamie, eine weitverbreitete vererbbare 
Stoffwechselkrankheit, war eine der ersten genetischen Storungen, die 
behandelt werden konnten. In den meisten Fallen resultiert 

20 Hyperphenylalaninamie aus einem Mangel an Phenylalanin-Hydroxylase 
(EC1.14.16.1), hervorgerufen durch Mutationen auf dem Phenylalanin- 
Hydroxylase-Gen. Die damit verbundenen Phanotypen reichen in ihrem 
Schweregrad von der klassischen Phenylketonurie (MIM261600) bis hin zur 
milden Phenylketonurie und milden Hyperphenylalaninamie. Mindestens die 

25 Halfte der betroffenen Patienten leidet an einer der milderen klinischen 
Phanotypen. Sowohl Patienten, die an einer klassischen Phenylketonurie 
leiden, als auch Patienten, die an einer milden Phenylketonurie leiden, 
mussen ihr Leben lang auf eine proteinarme Ernahrung achten, urn 
neurologischen Folgeerscheinungen vorzubeugen und eine normale 

30 kognitive Entwicklung sicherzustellen. Im Zusammenhang mit der sehr 
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strengen Spezialdiat steht das Risiko ernahrungsbedingter 
Mangeierscheinungen, zudem stellt sie eine Belastung fur die Patienten und 
deren Familien dar. Nur Patienten die an einer milden Hyperphenylaninamie 
leiden, benotigen unter Urnstanden keine Behandlung. Die Suche nach 
5 alternativen Behandlungsmethoden ohne Ernahrungsumstellung wurde 
angeregt. 

Bei ca. 50 genetisch bedingten Krankheiten beim Menschen kann die 
Behandlung durch eine hohe Dosis eines Cofaktors die Enzymtatigkeit 
anregen. Tetrahydrobiopterin ist ein naturlicher Kofaktor von aromatischen 

10 Aminosaurehydroxylasen und der Stickoxidsynthase, Die Substitution dieser 
Cofactor-Komponente ist eine etablierte Behandiungsmethode bei seltenen 
Fallen von Hyperphenylalaninaname, die von angeborenen Fehlern bei der 
Tetrahydrobiopterin-Biosynthese herruhrt. Mehr als 98 Prozent der Patienten 
mit Hyperphenylalaninamie weisen jedoch Mutationen auf dem 

15 Phenylalanin-Hydroxyiase-Gen auf und sie haben eher eine erhohte als eine 
verringerte Plasmakonzentration an Biopterin, was auf die Aktivitat des 
Guanosintriphosphatcyclohydroxylase l-Ruckkopplungsregulationsproteins 
zuruckzufuhren ist. Eine mogliche therapeutische Wirkung des 
Tetrahydrobiopterins bei Patienten mit einem Mangel an Phenylalanin- 

2 0 Hydroxylase wurde aus diesem Grund bisher nicht bedacht 

In jungster Zeit wurde nachgewiesen, daB einzelne Patienten mit 
Mutationen auf dem Phenylalanin-Hydroxylase-Gen niedrigere Phenylalanin- 
Konzentrationen im Blut aufwiesen, nachdem ihnen zu diagnostischen 
25 Zwecken Tetrahydrobiopterin verabreicht worden war. Es ist jedoch bekannt, 
dalS periphere Phenylalaninwerte von verschiedenen genetischen Orten und 
verandernden Faktoren reguliert werden und es gibt keine Beweise, da(2> die 
positive Wirkung von Tetrahydrobiopterin auf der Ebene der Phenylalanin- 
Hydroxylierung erfolgt. 
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In dieser Studie, die mit nach dem Zufallsprinzip ausgewahlten 
Patienten durchgefuhrt wurde, wurden die folgenden Fragen behandelt: (1) 
Wie.weit ist das Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin verbreitet? (2) Stellt 
Tetrahydrobiopterin die Phenylalaninoxidationsfahigkeit wieder her? (3) 
5 Hangt das Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin mit bestimmten Genotypen 
zusammen und befinden sich damit im Zusammenhang stehende Mutationen 
an bestimmten Orten der Proteinstruktur? (4) Verbessert es die 
Proteintoleranz bei Langzeitbehandlung? 

1 o Verfahren 

Patienten 

Wir erhielten eine schriftliche Zustimmungserklarung der Familien von 
38 Kindern, die an verschiedenen Unterformen der Hyperphenylalaninamie 
15 leiden. Die Klassifikation erfolgte in Abhangigkeit der Plasmaphenylalanin- 
Konzentration vor der Behandlung: <600|j,mol/l, milde 
Hyperphenylalaninamie, n=10 f Alter 15 Tage bis 10 Jahre; 600-1200 jjmol/l, 
milde Phenylketonurie, n=21, Alter 8 Tage bis 17 Jahre; >1200jamol/l, 
klassische Phenylketonurie, n=7, Alter 1 Tag bis 9 Jahre. Ein Defekt bei der 

2 0 Tetrahydrobiopterin-Biosynthese oder beim Recycling von 

Tetrahydrobiopterin wurde durch eine Analyse der Pterinwerte im Urin und 
der Dihydropteridin-Reduktaseaktivitat in Erythrozyten ausgeschlossen. Wir 
untersuchten 7 Patienten wahrend der Neugeborenenperiode und 31 , als sie 
schon alter waren. Erkrankte Geschwister (n=5) wurden ebenfalls mit in die 
25 Untersuchung aufgenommen, denn es ist bekannt, daft nicht-genetische 
Faktoren die Phenylaianinhomeostase beeinflussen. 

Kombinierter Phenylalanin und Tetrahydrobiopterin 
Belastungstest 
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Die Aufnahme von Phenylalanin wurde erreicht, indem man die 
Patienten eine Mahlzeit mit 100 mg Phenylalanin pro Kilogramm 
Korpergewicht zu sich nehmen lie&. Eine Stunde nach dem Ende der 
Mahlzeit nahmen die Patienten 20 mg Tetrahydrobiopterin pro Kilogramm 
auf (Schircks Laboratories, Jona, Schweiz). Die Phenylalanin-Konzentration 
im Blut wurde durch eine Elektrospray lonisations- 
Tandemmassenspektroskopie bestimmt - vor der Aufnahme von 
Phenylalanin und vor und nach (bei 4, 8 und 15 Stunden) Provokation mit 
Tetrahydrobiopterin. Wahrend der Testphase wurden die Neugeborenen mit 
Muttermilch ernahrt, wahrend die alteren Kinder eine standardisierte 
Proteinzufuhr (10 mg Phenylalanin pro Kilogramm) zwischen sechs und acht 
Stunden nach der Belastung mit Tetrahydrobiopterin erhielten. 

In vivo Analyse der L-Phenylalaninoxidation 

Die Tests wurden nach vierstundigem Fasten bei Kieinkindern und 
einem Fasten uber Nacht bei alteren Kindern durchgefuhrt. Insgesamt 
wurden 6 mg L-[1~ 13 C]Phenylalanin (Euriostop, Paris, Frankreich) pro 
Kilogramm Korpergewicht oral verabreicht Der Tracer wurde in einer 
25%igen Dextroselosung aufgelost (2 mg pro Milliliter). AnschlieSend 
wurden Atemproben uber einen Zeitraum von 180 Minuten genommen und 
in luftleeren Glasrohrchen bis zur Analyse mittels 
Isotopenmassenspektroskopie aufbewahrt (deltaS, Thermoquest, Bremen). 
Die Wiedergewinnung von Kohlenstoff-13 in den Atemproben wurde 
errechnet, wie durch Treacy et al. beschrieben, wobei eine 
Gesamtkohlendioxidproduktion von 300 mmol pro Stunde x Quadratmeter 
der Korperoberflache angenommen wurde. Die 13 C0 2 -Produktion wurde als 
ein kumulativer Prozentsatz der verabreichten Dosis gegen die Zeit 
dargestellt. Die Gultigkeit der Ergebnisse bei den Neugeborenen konnte 
durch die Ernahrung oder die Tatsache beeinfluftt werden, daS die 
Atemprobennahme bei ihnen schwieriger ist, als bei alteren Kindern, Der 



WO 2004/058268 



36 



PCT/EP2003/014262 



Basislinienprozentsatz von 13 C, gemessen zum Zeitpunkt 0 unterschied sich 
jedoch bei den Neugeborenen und den alteren Kindern nicht signifikant. Die 
Werte wurden als unterhaib der Detektierbarkeit erachtet, wenn die 
Signalintensitat des Atom%-Uberschusses zum Zeitpunkt t, erhaiten durch 
5 Subtraktion des durchschnittlichen Basiswertes, keine ausreichende 
Unterscheidung vom atmospharischen 13 C0 2 zulieG. Im Durchschnitt waren 
weniger als 1 (altera Kinder) und weniger als 2 (Neugeborene) von 27 
aufeinanderfolgenden 13 C0 2 -Messungen, die wahrend der 180 Minuten 
eines Einzeltests erhaiten wurden, nicht interpretierbar. Dies hat einen 

1 o vernachlassigbaren EinfluG auf die Endauswertung. 

Analyse der Mutationen 

DNA wurde aus den Leukozyten nach dem Standardverfahren 
extrahiert 13 Genomfragmente, die die gesamte kodierende Sequenz 
15 beinhaiten, sowie die exonflankierende, intronische Sequenz des 
Phenylalaninhydroxylase-Gens wurden durch eine 

Polymerasekettenreaktion amplifiziert, gefolgt von einer direkten 
Sequenzierung. 

2 0 Strukturbasierende Lokalisation von Phenylalanin-Hydroxylase- 

Genmutationen 

Ein Gesamtlangenmodell der Tetrahydrobiopteringebundenen Phenylalanin- 
Hydroxylase wurde von den Kristallstrukturen verschiedener trunkierter 
Formen erstellt, indem die katalytischen Bereiche mittels der von SWISS- 
2 5 MODEL/Swiss-Pdb Viewer zur Verfugung gestellten Tools ubereinander 
gelegt wurden. 
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Ergebnisse 

Auswirkungen von Tetrahydrobiopterin auf die Phenylaianin- 
5 Konzentration im Blut und die Phenylalaninoxidationsraten 

Die Patienten wurden als ansprechend auf Tetrahydrobiopterin klassifiziert, 
wenn die Phenylalanin-Konzentration im Blut 15 Stunden nach der 
Belastung mit Tetrahydrobiopterin urn mindestens 30% im Vergleich zum 
Wert vor der Einnahme von Tetrahydrobiopterin gesunken war. Ein 

10 Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin wurde bei alien 10 Patienten mit einer 
milden Phenylalaninamie und bei 17 der 21 Patienten mit einer milden 
Phenylketonurie beobachtet. Nur 4 Patienten mit einer milden 
Phenylketonurie und alle 7 Patienten mit einer klassischen Phenylketonurie 
erfullten das Kriterium des Ansprechens auf Tetrahydrobiopterin nicht (Fig. 

15 1). Bei einigen Patienten sank die Phenyialaninkonzentration rasch ab, 
ahnlich wie man es bei Patienten mit einem Tetrahydrobiopterin- 
Synthesedefekt beobachten kann, wahrend andere nur langsam reagierten 
und die niedrigste Phenyialaninkonzentration erst 15 Stunden nach der 
Cofaktorverabreichung erreichten (Daten nicht gezeigt). 

2 0 Patienten mit unterschiedlichem klinischem Schweregrad der 

Erkrankung erreichten basale kumulative 13 C0 2 Wiederfindungsraten, die 
jeweils ihre individuelle Rest-Phenylalainin-Oxidationskapazitat (klassische 
Phenylketonurie, Mittelwert 1,4%; milde Phenylketonurie, 3,1%; milde 
Hyperphenylalaninamie, 5,6%; gesunde Vergleichsgruppe 9,0%) 

2 5 widerspiegelten. Nach der Behandlung mit Tetrahydrobiopterin (10 mg/kg 
Korpergewicht, 24 Stunden) stieg die Gesamt 13 C0 2 Wiederfindung deutlich 
bei denselben Patienten an, die auf den Belastungstest angesprochen 
hatten. Der Anstieg war bei Patienten mit einer milden Phenylketonurie 
deutlicher ausgepragt als bei Patienten mit einer milden 
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Hyperphenylalaninanamie (Fig. 2A). Es ist bemerkenswert, daft 8 von 11 
Patienten, die nicht ansprachen, einen milden Anstieg der 
Phenylalaninoxidation .nach Kurzzeittherapie mit Tetrahydrobiopterin 
aufwiesen, wobei bei 3 dieser Patienten gieichzeitig auch der 
5 Phenylalaningehait im Blut beeinfluftt wurde. Dies legt nahe, dass bei 
langerer Therapie auch bei schwereren Formen von Hyperphenylalaninamie 
geringe Verbesserung durch Tetrahydrobiopterinderivate erreicht werden 
konnte. Die Zeitkurven der fraktionierten 13 C0 2 -Bildung zeigten deutiiche 
Abweichungen vom normalen Oxidationsphanotyp (Fig. 2B, C, D und E). 
10 Nach Cofaktorverabreichung fiel die Kurve bei Patienten, die auf 
Tetrahydrobiopterin ansprechen, auf den normalen Wert ab (Fig. 2B und C), 
wobei sie bei Patienten, die nicht auf Tetrahydrobiopterin ansprachen, 
unverandert blieb. 

Vor der Behandlung mit Tetrahydrobiopterin wiesen alle Patienten 
15 Phenylaianin-Konzentrationen im Blut von uber 200 ^mol/l auf, und die 
kumulative 13 C0 2 Wiederfindung lag unter 7% mit einer beachtlichen 
Oberschneidung der Werte der Patienten, die ansprechen und der 
Patienten, die nicht ansprechen. Nach der Verabreichung von 
Tetrahydrobiopterin bildeten die beiden Patientengruppen zwei nicht 
20 uberlappende Cluster. Unter den als Tetrahydrobiopterin-sensitiven 
Patienten fanden sich 4 Kinder, die ein moderates Ansprechen auf 
Tetrahydrobiopterin zeigten (Fig. 3). 

Es konnte eine beachtliche interindividuelle Variability beobachtet 
werden: Die Belastung mit Tetrahydrobiopterin reduzierte die Phenylalanin- 

25 Konzentrationen urn 37 bis 92%, wenn man die Blutwerte vor und 15 
Stunden nach Gabe von Tetrahydrobiopterin verglich. Bei 23 der 27 auf 
Tetrahydrobiopterin reagierenden Patienten gingen die Phenylaianin- 
Konzentrationen im Blut auf Werte von unter 200 \imo\l\ zuruck, wobei 4 
Patienten Werte zwischen 200 und 400 jj.mol/1 erreichten. Bei Patienten, die 

3 0 nicht reagieren, uberstieg die Konzentration von Phenylalanin nach der 
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Belastung mit Tetrahydrobiopterin stets 400 jj.mol/1. Tetrahydrobiopterin 
erhohte die 13 C-Phenylalaninoxidationsraten urn 10 bis 91% und 22 der 27 
auf Tetrahydrobiopterin reagierenden Personen erreichten Oxidationsraten 
auf normalem Niveau. Bei den verbleibenden 5 Patienten zeigte sich eine 
5 Verbesserung, ein normales Niveau wurde jedoch nicht erreicht. Obwohl im 
aligemeinen konsistent, zeigten sich bei manchen Patienten 
bemerkenswerte Uneinheitlichkeiten des Tetrahydrobiopterineffekts auf die 
beiden analysierten Endpunkte. (Beispiele in Fig. 4 angegeben). Bei einem 
Patienten mit klassischer Phenylketonurie trat ein leichter Anstieg der 
10 Phenylalanin-Konzentration im Blut auf, sowie eine Verbesserung der 
Phenylalaninoxidationsrate, doch der Patient erfullte das Kriterium des 
starken Ansprechens auf Tetrahydrobiopterin nicht (Fig. 4). 

Langzeitbehandlung mit Tetrahydrobiopterin 

15 Die Familien mit funf Kindern im Alter von 4 bis 14 Jahren mit milder 

Phenylketonurie stimmten einem Therapieversuch zu, bei dem die 
phenylalaninarme Ernahrung durch eine orale Verabreichung von 
Tetrahydrobiopterin in taglichen Dosen zwischen 7,1 und 10,7 mg/kg 
Korpergewicht ersetzt wurde. Die Behandlung dauerte 207+51 ,3 Tage 

2 0 (Durchschnitt±SD; Spanne 166-263). Die Cofaktorbehandlung fuhrte zu 
einem Anstieg der taglichen Phenylaianintoleranz von 8,7+8,6 mg/kg 
Korpergewicht (Spanne 8,8-30 vorher bei 61,4+27,9 mg/kg Korpergewicht 
(Spanne 17,9-90) bei Behandlung (P=0,0043) mit geringer Auswirkung auf 
die Phenylalanin-Konzentration im Blut (wahrend der diatetischen 

2 5 Behandlung, 366±120 jj.mol/1; wahrend der reinen Cofaktorbehandlung, 
378+173 nmol/l). 
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Identifizierunq und strukturbasierende Lokalisation von Phenvlalanin- 
Hvdroxvlase-Genmutationen 

Bei 37 von 38 Patienten wurden jeweils zwei mutante Allele 
identifiziert (Tabelle 1). Wir klassifizierten 7 Mutationen (P314S, Y417H, 
5 V177M, V245A, A300S, E390G, IVS4-50G) als hochst wahrscheinfich 
verantwortlich fur das Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin, da sie entweder 
in homozygoter Oder funktionell hemizygoter Form nachgewiesen wurden. 
Sechs weitere Mutationen stehen moglicherweise, aufgrund einer 
signifikanten in vitro Rest-Enzymaktivitat (A403V, F39L, D415N, R158Q, 

10 I65T) wie bereits vorher beschrieben, oder aufgrund einer bekannten 
schweren Mutation auf dem zweiten Allel (S310Y) mit dem Ansprechen auf 
Tetrahydrobiopterin in Verbindung. Vier Mutationen (Y414C, L48S, R261Q, 
I65V) zeigten einen uneinheitlichen Zusammenhang mit dem Ansprechen auf 
Tetrahydrobiopterin. Acht von 12 Missense-Mutationen, die im 

15 Zusammenhang mit dem Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin stehen, 
befinden sich auf der katalytischen, wohingegen sich zwei auf der 
regulatorischen und zwei auf der Tetramerisierungs-Domane befinden. 
Keine von ihnen hatte Auswirkungen auf Reste des aktiven Zentrums oder 
auf Aminosauren, die direkt mit dem Cofaktor interagieren (Fig. 5). 

20 



Diskussion 

Wir zeigen mehrere Beweisstrange auf, urn deutlich zu machen, daft der 
metabolische Phanotyp des Mangels an Phenylalanin-Hydroxylase durch 

25 pharmakologische Dosen von Tetrahydrobiopterin oder dessen Derivate 
signifikant modifiziert werden kann. Erstens fuhrte die Einnahme von 
Tetrahydrobiopterin bei den meisten Patienten mit einer Phenylalanin- 
Hydroxylase-Rest-Enzymaktivitat zu normalen oder annahernd normalen 
Phenylalanin-Konzentrationen im Blut, was nahelegt, daft das Ansprechen 

30 auf Tetrahydrobiopterin bei Patienten, die phanotypisch nur leichte 
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Symptome aufweisen, weitverbreitet ist. Zweitens erhohte 
Tetrahydrobiopterin die verbliebene Phehylalanin-Oxidationsfahigkeit bei 
diesen Patientengruppen. Drittens fuhrte Langzeitbehandlung mit 
Tetrahydrobiopterin zu einer signifikanten Verbesserung der Proteintoieranz 
5 und Wegfall der Notwendigkeit zu einschrankender Diattherapie. 

Wir zeigen, dafc der in vitro Phenylalaninoxidations-Test eine Einteilung von 
Patienten mit Hyperphenylaianinamie in verschiedene Klassen 
unterschiediicher Schwere ermoglicht. Diese Ergebnisse stimmen mit den 
Daten uber die Fahigkeit des Verfahrens uberein, die Phenylalanin- 

10 Hydroxylase-Gen-Dosis zu messen. Aufgrund der multifaktoriellen Natur der 
Hyperphenylaianinamie ist die Phenylalanin-Oxidationsgeschwindikeit im 
ganzen Korper nicht ein einfaches Aquivalent der Phenylalaninhydroxylase- 
Aktivitat. Der Ruckgang des Phenylalaningehalts im Blut wurde von einer 
Verbesserung der in vivo Phenylalanin-Oxidationsfahigkeit bei alien 

15 Patienten begleitet, die auf Tetrahydrobiopterin ansprechen. Alles in allem 
stimmen diese Beobachtungen mit der Hypothese uberein, daft die 
Fehlfaltung des Enzyms und die gestorte Phenylalanin-Hydroxylase Aktivitat 
durch Tetrahydrobiopterin verbessert werden kann. Das Ausmaft der 
Verbesserung im Phenylalaninabbau entsprach nicht immer der 

2 0 Verbesserung der Phenylalaninoxidation, ein nicht unerwartetes Ergebnis fur 
einen genetisch bestimmten Enzymmangel im allgemeinen und fur einen 
Mangel an Phenylalanin-Hydroxylase im speziellen. Wir beobachteten 
langsame und schnelle Reaktionen, ebenso wie Unterschiede im Zeitverlauf 
und im relativen AusmaB der 13 C0 2 -Bildung, was darauf hindeutet, daQ> 

2 5 Tetrahydrobiopterin seine Wirkung durch verschiedene Wirkungsweisen und 

- in Abhangigkeit vom Ausmafc der Proteinfehlfaltung - mit unterschiediicher 
Effizienz entfaltet. Neben dem Vorschlag, daQ> eine hoch dosierte 
Tetrahydrobiopterin-Behandlung eine verringerte Affinitat der defekten 
Phenylalanin-Hydroxylase gegenuber Tetrahydrobiopterin kompensieren 

3 0 konnte, mussen zusatzliche Wirkungsweisen in Betracht gezogen werden. 
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Eine Behandlung mit Tetrahydrobiopterin konnte zusatzlich die 
Phenylalanin-Hydroxylase-Genexpression hochregulieren, Phenylalanine 
Hydroxylase mRNA stabilisieren, die funktionale Phenylalanin-Hydroxylase- 
Tetramerbildung erleichtern oder ein falsch gefaitetes Enzymprotein vor 
5 einem proteolytischen Verdau schutzen. 

Vorhersagen uber den Phanotyp anhand des Genotyps konnen bei 
komplexen, durch genetisch muitifaktoriell bedingten Erkrankungen, , wie bei 
Hyperphenylalaninamie, schwierig sein. In der Gruppe der Patienten,- die auf 
Tetrahydrobiopterin ansprachen, identifizierten wir uberwiegend "milde" 

10 Genotypen, wohingegen die Genotypen der Patienten, die nicht ansprachen, 
uberwiegend "schwer" waren. Die expert menteilen Hinweise auf den 
Zusammenhang verschiedener Mutationen mit dem Ansprechen auf 
Tetrahydrobiopterin sind unterschiedlich konsistent und Voraussagen 
anhand des Genotyps sind deshalb vor allem bei Vorliegen doppelter 

15 Heterozygotie schwierig. Es ist bekannt, dafS die Y414C Mutation bei mehr 
als einem klinischen Phanotyp auftritt Wir identifizierten diese Mutation in 
einem funktionell hemizygoten Stadium bei zwei Patienten mit identischen 
Genotypen aber abweichenden Reaktionen auf Tetrahydrobiopterin. Diese 
Beobachtung konnte dadurch erklart werden, daft sich die Einflusse 

2 0 multipler modifizierender Genorte bei Hyperphenylalaninanamie 

unterschiedlich auswirken. Im homozygoten Zustand, der auf eine 
homopolymere Tetramerbildung schlieften lafM, wurde festgestelit, daB die 
Y414C sowie die L48S Mutationen ein Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin 
bedingen. Im funktionell hemizygoten Zustand entdeckten wir diese 
25 Mutationen jedoch bei Einzelpersonen mit klassischer Phenylketonurie, die 
nicht auf Tetrahydrobiopterin reagierten. Unter diesen Umstanden konnte 
die Heteropolymerisation die Bildung von funktionellen Tetrameren 
behindern. 

Unsere Daten bestatigen die Annahme, daft die meisten Missense- 

3 0 Mutationen im Zusammenhang mit dem Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin 
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in der katalytischen Domane des Proteins liegen, jedoch nicht in Reste des 
aktiven Zentrums betreffen und auch nicht direkt an der Cofaktorbindung 
beteiligt sind. Diese Mutationen konnen bei einem Monomer Auswirkungen 
auf die Interaktionen zwischen den Domanen haben Oder Reste auf den 
5 Beruhrungsfiachen der Dimere oder Tetramere beinflussen und damit zu 
Fehlfaltung der Proteine und reduzierter Enzymaktivitat fuhren. 
Tetrahydrobiopterin dient so als ein chemisches Chaperonund verhindert 
dies. 

Fruher wurden in vitro Expressionsanalysen angewendet um den 
10 funktionelien EinfluB der Phenylalanin-Hydroxylase-Genmutationen in vivo 
vorherzusagen. Eine Oberschatzung der Phenylalanin-Hydroxylase- 
Aktivitaten in vitro im Vergleich zu jenen in vivo konnte dabei beobachtet 
werden. Dies konnte durch die Tatsache erklart werden, daft die in vitro 
Expressionsanalyse bisher nahezu ausschlieSlich in Gegenwart von hohen 
15 Konzentrationen naturlicher oder synthetischer Cofaktoren ausgefuhrt 
wurde, was Genotyp-Phanotyp-Korrelation erschwerte. Uberarbeitete 
experimentelle Protokolle, , sollten eine Reihe unterschiedlicher 
Tetrahydrobiopterin-Konzentrationen beinhalten, um den intrinsischen 
Schweregrad der Mutationen beurteilen zu konnen. 

2 0 Da man aus den pratherapeutischen 

Plasmaphenylalninkonzentraionen nicht darauf schlieften kann, ob und wie 
auf Tetrahydrobiopterin angesprochen wird, ist eine neue klinische 
Klassifizierung ratsam: (1) Hyperphenylalaninamie, bei der nicht auf 
Tetrahydrobiopterin angesprochen wird, (2) Hyperphenylalaninamie, bei der 
25 auf Tetrahydrobiopterin angesprochen wird, beinhaltend (a) einen auf 
Tetrahydrobiopterin reagierenden Mangel an Phenylalanin-Hydroxylase und 
(b) Storungen im Tetrahydrobiopterin-Biosynthese-Weg. Ein Phenylalanin- 
Tetrahydrobiopterin Beiastungstest mit einer ausgedehnten 
Beobachtungsphase (>15 Stunden) kann zuverlassig zwischen Patienten, 

3 0 die ansprechen und Patienten, die nicht ansprechen unterscheiden und 
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sollte bei alien Personen, die an einer Hyperphenylalaninamie leiden, 
durchgefuhrt werden urn eine sichere Identifizierung der Patienten, die von 
einer Tetrahydrobiopterin-Behandlung profitieren konnten, sicherzustellen. 
Unsere auf einen kurzen Zeitraum angelegte Studie schiie&t die Mogiichkeit 
5 nicht aus, da(3 leichte Effekte sogar bei einigen Patienten mit klassischer 
Phenylketonurie erst nach einer langeren Behandlung zutage kommen. 

Unsere Ergebnisse zeigen, daft eine Langzeittherapie mit 
Tetrahydrobiopterin zu einer erhohten Phenyialanintoleranz fuhrt. Eine 
Cofaktorbehandlung, anstelle der belastenden Spezialdiat, ist fur viele 

10 Patienten geeignet und man kann erwarten, daS die Behandlung mit 
Tetrahydrobiopterinderivaten zu einer ansehnlichen Verbesserung der 
Lebensqualitat fuhrt. Insbesonders sollte der Zusatz dieser Verbindungen zu 
Nahrungsmitteln die Gestaitung der ansonsten sehr schwierigen Ernahrung 
erheblich erleichtern. Eine Tetrahydrobiopterin-Behandlung konnte ebenfalls 

15 bei einer mutterlichen Phenylketonurie hilfreich sein, da die strikte 
metabolische Einstellung wahrend der Schwangerschaft sehr schwierig, 
aber sehr wichtig ist, um schwerwiegende negative Auswirkungen beim 
Neugeborenen zu vermeiden. Wie sicher oder nebenwirkungsfrei die 
Einnahme von Tetrahydrobiopterin wahrend der Schwangerschaft ist, wurde 

2 0 jedoch noch nicht festgestellt. Weltweit wurden insgesamt mehr als 350 
Patienten mit einem Mangel an Tetrahydrobiopterin mit dem Cofaktor 
behandelt. Bei einer Beurteilung der Sicherheit wurden einige 
dosisabhangige unerwunschte Nebenwirkungen wie Schlafstorungen, 
Polyurie und dunner Stuhl beobachtet (BIOPTEN® Approbationszettel, 

2 5 Suntory, Japan). 

Einige Hindernisse mussen aus dem Weg geraumt werden, bis die 
Behandlung mit Tetrahydrobiopterin zu einer Routinebehandlung werden 
kann. Erstens ist Tetrahydrobiopterin in den meisten Landern noch kein 
zugelassenes Medikament. Zweitens ist es immer noch teuer. Drittens 

3 0 werden noch Studien uber die zu verabreichenden Dosen, sowie klinische 
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Untersuchungen im Hinblick auf die Bioverfugbarkeit und die noch 
unbekannten Langzeitnebenwirkungen von Tetrahydrobiopterin bei 
Phenyialanin-Hydroxylase-Mangel benotigt. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass wir zeigen, daft 
5 pharmakologische Dosen von Tetrahydrobiopterin bei den meisten Patienten 
mit Hyperphenyialaninamie eines weniger schweren Phanotyps uber eine 
Behebung von Proteinfehlfaltung eine gestorte Phenylalaninoxidation 
deutlich verbessern oder ganz normalisieren konnen. Daruber hinaus kann 
eine verbesserte Proteintoleranz und eine Lockerung der diatetischen 
1 0 MaUnahmen erreicht werden. Diese Erkenntnisse sind fur das diagnostische 
Vorgehen, die kiinische Klassifikation und das therapeutisch Vorgehen von 
Bedeutung. In naher Zukunft wird die Cofaktorbehandiung viele Patienten 
von ihrer sehr belastenden Einschrankung der Ernahrung befreien. 
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TABELLE 1. GENOTYPEN VON PATIENT EN MIT TET RAHYDRO BIO PTERIN- SENS IT I VER UND 
NICHT-SENSITIVER HYPERPHENYLAIiANINAMIE 



ID 




AT.T^TiT*. ?. 




TETRAHYDROBIOPTERIN- SENS I TIVI TAT 


1 


A403V 


IVS4+5G>T 


Milde 


Ja 


2 


A403V 


n. i . 


Milde 


Ja 


3 


P314S* 


R408W f 


Milde 


Ja 


4 


F39L 


D415N 


Milde 


Ja 


5 


Y414C 


D415N 


Milde 


Ja 


6 


Y417H* 


Y417H* 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


7 


F55L 


S310Y* 


Milde 


Ja 


8 


R261Q 


Y414C 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


9 


V177M 


R408W f 


Milde 


Ja 


10 


P275L* 


Y414Lr 


Milde Phenylketonuria 


Ja 


11 


V^4oA 


R408W 1 * 


Milde 


Ja 


12 


L48S 


R158Q 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


13 


Y41 7H* 


Y417H* 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


14 


V245A 


R408W f 


Milde 


Ja 


15 


R2S1X + 


A300S 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


16 


R158Q 


E390G 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


17 


R2 61X t 


A300S 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


18 


Y414C 


IVS12-HlG>A f 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


19 


I65S*, 


A300S 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


20 


R261Q 


Y414C 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


21 


K274fsdelllh 


E390G 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


22 


IVS4-5C>G 


R408W + 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


23 


R2 61X + 


A300S 


Milde Phenvlketonurie 


Ja 


24 


I65T 


Y414C 


Milde Phenvlketonurie 


Moderat 


25 


E390G 


IVSl2 + lG>A f 


Milde Phenvlketonurie 


Moderat 


26 


I65V 


R261Q 


Milde 


Moderat 


27 


R158Q 


Y414C 


Milde Phenvlketonurie 


Moderat 
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Tabelle 1 - Fortsetzung 



ID AIiUEL 1 AJiLEXiE 2 PHANOTYB TETRAHYPROBIOPTERIff-- SENS I TI VI TAT 



28 


Y414C 


IVS12 + 1G>A + 


Klassische 


Nein 


29 


P281L + 


Y414C 


Milde Phenvlketonurie 


KFein 


30 


I65V 


IVS12 + 1G>A + 


Milde Phenvlketonurie 


Nein 


31 


I65V 


IVS12 + 10A* 


Milde Phenvlketonurie 


Nein 


32 


N61D* 


R261Q 


Milde Phenvlketonurie 


Nein 


33 


R4 08W 1 ", R413P 


Y414C 


Klassische 


Nein 


34 


P281L + 


P281L + 


Klassische 


Nein 


35 


R243X* 


Y414C 


Klassische 


Nein 


36 


L48S 


P281II 1 " 


Klassische 


Nein 


37 


R2 61Q 


R408W f 


Klassische 


Nein 


38 


R243X* 




Kl af?sische 


Nei n 



5 Mutationen, die mit hoher Wahrscheinlichkei t mit Tetrahydrobicpterin-SensitivitSt assoziiert 

sind, sind grau hinterlegt 

Mutationen, die potentiell mit Tetrahydrobiopterin-Sensitivitat assoziiert sind, sind fett 
gedruckt 

Mutationen, die inkonsistent mit Tetrahydrabiopterin-Sensitivitat assoziiert siad, sind kursiv 
10 gedruckt 

* Bisher nicht beschriebene Mutation 
f Putative Nullmutation 
n.i. aicht identif iziert 
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Figurenlegende 

Figur 1 

5 

Wirkung von Tetrahydrobiopterin auf die Phenylalaninkonzentration im Biut. 
Phenylalaninkonzentration im Blut (Phe) vor der Phenylalaninbelastung und 
vor und nach der Herausforderung durch Tetrahydrobiopterin (BH 4 ). Die 
Kastchen steilen das 50%ige Vertrauensintervall dar (25. - 75. Percentile); 
10 die horizontalen schwarzen Balken steilen die Mediane dar; die 
Fehlerbalken zeigen die Spanne zwischen Minimum und Maximum an. Der 
Wert P betrifft die Differenz zwischen dem Phenylalaningehalt im Blut vor 
und 15 Stunden nach der Verabreichung von Tetrahydrobiopterin. 

15 Figur 2 

Wirkung der Kurzzeitbehandlung mit Tetrahydrobiopterin auf die 
Phenylalaninoxidation in vivo. A kumulative 13 CO 2 (180 min.)-Wiederfindung 
vor und nach der Behandlung mit Tetrahydrobiopterin (BH 4 ). Die Kastchen 
2 0 steilen das 50%ige Vertrauensintervall dar (25. - 75. Percentile); die 
horizontalen schwarzen Balken steilen die Mediane dar; die Fehlerbalken 
zeigen die Spanne zwischen Minimum und Maximum. B-E Fraktionalanalyse 
der 13 C0 2 -Bildung bei reprasentativen Patienten mit einer beeintrachtigten 
Phenylalaninhydroxylase vor (□) und nach (A,) einer Kurzzeitbehandlung mit 

2 5 Tetrahydrobiopterin. 

Figur 3 

Beziehung zwischen der kumulativen 13 C0 2 Wiederfindung (180 min.) und 

3 0 der Phenylalaninkonzentration im Blut vor und nach der Behandlung mit 
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Tetrahydrobiopterin (BH 4 ). Patienten, die auf Tetrahydrobiopterin nicht 
ansprechen: O; Patienten, die auf Tetrahydrobiopterin ansprechen: X] 
Patienten, die moderat auf Tetrahydrobiopterin ansprechen: X. 

Figur 4 

Wirkung von Tetrahydrobiopterin auf die periphere Phenylalanin-Clearance 
und auf die Oxidationsraten bei einzelnen Hyperphenylalaninamiepatienten. 
Die Phenylalaninkonzentration im Blut vor (ausgefullter Balken) und 15 
Stunden nach der Verabreichung von Tetrahydrobiopterin (BH 4 ) 
(dunkelgrauer Balken). Die durch Tetrahydrobiopterin bei einzelnen 
Patienten erhaltenen, positiven Wirkungen werden durch einen schwarzen 
Pfeil dargestellt (oberes Feld). Kumulative 13 C0 2 Wiederfindung (180 min.) 
vor (hellgrauer Balken) und nach der Verabreichung von Tetrahydrobiopterin 
(ausgefullter Balken). Die durch Tetrahydrobiopterin verursachte 
Verbesserung bei einzelnen Patienten wird durch einen schwarzen Pfeil 
(unteres Feld) dargestellt. Die normale Spanne (n. r.) fur die in vivo 
Phenylalaninoxidation, die durch eine gesunde Kontrollgruppe im Alter von 2 
Tagen bis 13 Jahren festgesetzt wurde, wird angegeben (8.3±2.8%; 
DurchschnitfcbSD, /?=12). Unregelma&igkeiten bei der Wirkung von 
Tetrahydrobiopterin: deutlicher Ruckgang der Phenylalaninkonzentration im 
Blut, jedoch geringe Erhohung der Phenylalaninoxidation bei einem Patient 
(X) und geringe Wirkung auf die Phenylalaninkonzentration im Blut sowie 
eine grolSe Erhohung der Phenylalaninoxidation bei einem anderen 
Patienten (H). Leichtes Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin entspricht nicht 
dem Kriterium des Ansprechens auf Tetrahydrobiopterin bei einem Patienten 
mit klassischer Phenylketonurie (v). 
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Figur 5 

Strukturelle Lokalisierung von Phenylalanin-Hydroxylase Missense- 
5 Mutationen. Das Phenylaianin-Hydroxylase-Monomer, dargestellt in Form 
eines Bandes, setzt sich aus drei funktionellen Domanen zusammen: die 
regulatorische Domane (Reste 1-142), die katalytische Domane (Reste 143- 
410), und die Tetramerisierungsdomane (Reste 411-452). Das Eisen am 
aktiven Zentrum (brauner Bereich, teilweise verdeckt) und das Cofaktor- 

10 Analog 7,8-Dihydro-Tetrahydrobiopterin Stabmodell (stick model) befinden 
sich auf der katalytischen Domane. Mutationen, die hochstwahrscheinlich mit 
dem Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin in Verbindung stehen, sind 
turkisfarben dargestellt. Mutationen, die moglicherweise mit dem 
Ansprechen auf Tetrahydrobiopterin in Verbindung stehen, sind grun 

15 dargestellt. Mutationen, die uneinheitlich mit dem Ansprechen auf 
Tetrahydrobiopterin in Verbindung stehen, sind purpurrot dargestellt. 
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Anspruche 

1. Verwendung wenigstens einer Verbindung mit folgender 
allgemeiner Formel: 




R10 



worin R1 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahit werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 
ist; 

worin R5 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 
CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, isobutyl, t-Butyl; 
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worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3l 
COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 

worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3l 
C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren pharmazeutisch akzeptablen Salze; 

zur Herstellung eines Medikamentes zur Verbesserung der 
Proteintoleranz zur Behandlung von Erkrankungen als Folge 
eines gestorten Aminosaurestoffwechsels. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass 
die Verbindung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus: 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere 
dessen Hydrochlorid oder Sulfat, sowie einer Verbindung mit 
folgender Struktur: 

OH 




(-)-(1 J R,2 , S,6R)~2-Amino-6-(1 , J 2 ; -dihydroxypropyl)-5,6,7,8-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid; und/oder 
2-N-Stearoyl-r i 2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
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2-N-Decanoyl-1',2 , -di-0~acetyl-5 3 6 I 7 J 8-tetrahyclrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-r,2 , -di-0-acetyl~5 ) 6 J 7 J 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyi-1 , J 2 , -di-0-acetyl-5,6 J 7 ) 8-tetrahydrobiopterin. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass man als Salze Hydrochloride oder 
Sulfate einsetzt. 

Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Aminosaurestoffwechselstorungen 
umfassen: Zustande mit erhohtem Phenylalanin oder 
vermindertem Tyrosin in Korperflussigkeiten, Geweben oder 
Zellen umfaSt, insbesondere Zustande mit verringerter 
Phenyialaninhydroxylaseaktivitat, insbesondere Zustande 
bedingt durch verminderte zellulare Verfugbarkeit von 
Katecholaminen, insbesondere orthostatische Hypotension 
(Shy-Drager Syndrom), muskulare Dystonie; sowie 
Neurotransmitterstorungen, insbesondere Schizophrenie; 
Phenylketonurie, insbesondere milde Phenylketonurie, 
klassische Phenylketonurie; Pigmentstorungen der Haut, 
insbesondere Vitiligo. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch 
25 gekennzeichnet, dass man als pharmazeutisch akzeptables 

Salz ein Hydrochlorid verwendet. 



10 



15 



20 



6. Verwendung von wenigstens einer Verbindung mit folgender 
allgemeinen Formel als Chaperon: 

30 



WO 2004/058268 



54 



PCT/EP2003/014262 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
5 SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2j N(C 2 H 5 )2, N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 

wobei der Acyirest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 
worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
10 SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C2H5; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 
15 Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acyirest, insbesondere 

ein C9 bis C32 Acyirest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acyirest, 
ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
20 worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , 

COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 
worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5 ', und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 



25 
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deren pharmazeutisch akzeptablen Salze. 

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Verbindung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus: 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere 
dessen Hydrochiorid, sowie einer Verbindung mit folgender 
Struktur: 



OH 




(-)-(rR,2 , S,6R)-2-Amino-6-(1\2 , -dihydroxypropyl)-5 l 6 ) 7 I 8-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochiorid oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-r,2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1' J 2 , -di-0-acetyi-5 J 6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5,6 ; 7 J 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1 ; ,2 , -di-0-acetyl-5 J 6 ) 7,8-tetrahydrobiopterin. 

8. Verwendung nach Anspruch 6 oder 7 zur Verbesserung von 
ProteinmiGfaltung, insbesondere bei Strukturanomaiien in 
Enzymen, die Tetrahydrobiopterin als Cofaktor benotigen. 
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5 

10. 



10 



15 

11. 



Verwendung nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, da£ die Enzyme ausgewahlt werden aus: 
Phenylalaninhydroxylase, Tyrosinhydroxylase, Tryptophanhy- 
droxylase, oder NO-Synthase. 

Verwendung nach einem der Anspruche 6 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, daft das Chaperon als Neurotransmitter- 
und/oder Botenstoff-Enhancer verwendet wird, insbesondere 
bei Zustanden mit erhohtem Phenylalanin oder vermindertem 
Tyrosin, Serotonin oder Dopamin in Korperflussigkeiten, 
Geweben oder Zellen, insbesondere bei Zustanden mit 
verringerter Phenylalaninhydroxylase- Tyrosinhydroxylase- 
Tryptophanhydroxylase- und NO-Synthaseaktivitat verwendet 
wird. 

Verwendung von wenigstens einer Verbindung gemaS 
folgender allgemeiner Formel als Neurotransmitter-oder als 
Botenstoff-Enhancer, insbesondere fur Catecholamine 
und/oder Serotonin und/oder Dopamin und oder 
Stickoxid(NO): 



R2 



R3 



R4 




R10 
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worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C2H5; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 
ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3) 

COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 
worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppeibindung darstellt; sowie 

deren pharmazeutisch akzeptablen Salze. 

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Verbindung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus: 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen 
Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit folgender Struktur: 
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(-)-(1 'R.ZS^R^-Amino^-CI \Z-dihydroxypropyl)-5 1 67,84etrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1 , I 2 , -di~0-acetyI-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1' J 2 , -di-0-acetyl-5,6,7 I 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-r,2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin. 

13. Zusammensetzung enthaltend wenigstens eine Verbindung 
mit folgender allgemeiner Formel: 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
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insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 
worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 
5 worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C2H5; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2l F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
10 ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 

ist; 

worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3j C2H5, C 3 H 7j Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
15 Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2j F, CI, Br, I, CH 3 , 

COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5| C 3 H 7 , Butyl ist; 
worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

20 deren pharmazeutisch akzeptablen Salze; sowie 

wenigstens eine Aminosaure enthaltend, welche ausgewahlt ist aus 
der Gruppe bestehend aus den essentiellen Aminosauren: 
Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, Threonin, Tryptophan, 
25 Valin, Histidin; sowie aus den nicht essentiellen Aminosauren, 

insbesondere Alanin, Arginin, Asparaginsaure, Asparagin, 
Cystein, insbesondere Acetylcystein, Glutaminsaure, Glutamin, 
Glycin, Prolin, Serin sowie Tyrosin. 
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14. Zusammensetzung nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie die essentiellen Aminosauren, ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus: Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionin, 
Threonin, Tryptophan, Valin, Histidin und zusatzlich wenigstens eine 
der Aminosauren Alanin, Arginin, Asparaginsaure, Asparagin, 
Cystein, insbesondere Acetylcystein, Glutaminsaure, Glutamin, 
Glycin, Prolin, Serin sowie Tyrosin enthalt. 

15. Zusammensetzung nach Anspruch 13 oder 14, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie zusatzlich Kohlehydrate, insbesondere 
Glucose, und/oder Vitamine enthalt. 

16. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie als oral Oder intravenos zu 
verabreichendes Praparat formuliert ist 

17. Zusammensetzung nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Praparat als Pulver, Tablette, Kapsel, 
Dragee in Tropfenform oder fur topische Anwendungen, 
insbesondere Salben; sowie als Losung zur intravenosen 
Anwendung, formuliert ist. 

18. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie als eine pharmazeutische 
Zusammensetzung, gegebenenfalls mit pharmazeutisch-galenisch 
ublichen Hilfsstoffen, ausgebildet ist. 

19. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 18, 
dadurch , gekennzeichnet, dass sie als diatetische 
Zusammensetzung, gegebenenfalls mit lebensmitteltechnisch 
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ublichen Hilfsstoffen, insbesonclere Emulgatoren, bevorzugt Lecitin, 
Cholin, ausgebildet ist. 

20. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich Mineralstoffe und/oder 
Elektrolyte enthalt, weiche ausgewahlt sind aus: Mineraisalzen; 
Salinensalzen; Meersalzen; Spurenelementen, insbesondere Seien, 
Mangan, Kupfer, Zink, Molybdan, Jod, Chrom; Alkaliionen, 
insbesondere Lithium, Natrium, Kalium; Erdalkaliionen, 
insbesondere Magnesium, Calcium; Eisen. 

21. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich Phenylalanin 
enthalt. 

22. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich L-Carnitin enthalt. 

23. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich Myoinosit und 
Cholin enthalt. 

24. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daft sie Antioxidantien, insbesondere 
Vitamin C enthalt. 

25. Zusammensetzung nach einem der Anspruche 13 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, daft die Verbindung ausgewahlt wird 
aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7, 8-Tetrahydrobiopterin, 
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Sapropterin, insbesondere dessen Hydrochlorid, sowie einer 
Verbindung mit folgender Struktur: 




(-HrR I 2 , S,6R)~2-Amino-6-(1\2 , -dihydroxypropyl)-5 I 67 > 8~tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoy!~1 7 ,2 , -di~0-acetyl-5,6,7 J 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1 5 J 2 , -di-0-acetyl-5 f 6 I 7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-r i 2 , -di-0-acetyl-5 J 6,7 J 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-r,2 J -di-0-acetyl-5,6 1 7,8-tetrahydrobiopterin. 

26. Verwendung wenigstens einer Verbindung mit folgender 
allgemeiner Formel: 



R2 R3 R4 




R10 
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worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
5 20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: _H, CH 3j 
C 2 Hs; 

10 worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 

der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2j F, CI, Br, !, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 
ist; 

is worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , 
COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3l C 2 H 5 , C 3 H 7j Butyl ist; 
20 worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 
deren geeignete Salze; 
als Nahrungserganzungsmittel. 

25 27. Verwendung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Verbindung ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: 
5,6,7, 8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen 
Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit folgender Struktur: 
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(-)-(1 , R l 2 , S,6R)-2-Amino-6-(1\2 , -dihydroxypropyl)-5,67,84etrahyd 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere dessen Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-r,2 , -di-0-acetyl-5 J 6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1 ; ,2 , -di-0-acetyl-5,6 T 7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-PaImitoyl-r,2 , -di-0"acetyl-5 J 6,7 J 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-r,2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin. 

28. Spezialnahrung auf Basis von im wesentlichen 
phenylalaninfreien Aminosauremischungen, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie wenigstens eine Verbindung mit 
folgender allgemeiner Formel enthalt: 




R10 
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worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH 7 F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2l N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohienstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
5 20 Kohienstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 Hs; 

10 worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 

der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 
ist; 

is worin R5 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahlt wird aus der 

Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, CH 3 , 

COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 
20 worin R10 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren lebensmitteltechnisch akzeptablen Salze. 

25 29. Spezialnahrung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, 

dass sie wenigstens eine Verbindung enthalt, welche 
ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: 5,6,7,8- 
Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere dessen 
Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit folgender Struktur: 



30 
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(-MrR,2'S,6R)-2-Amin^^ 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere deren Dihydrochlorid Oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1',2 ; -di-0-acetyl-5,6 J 7 J 8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5 I 6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Palmitoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Linoleoyl-1 , J 2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin. 

30. Spezialnahrung nach Anspruch 28 oder 29, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie zusatzlich Kohlehydrate, 
insbesondere Glucose, Maltodextrin, Starke und/oder Fette, 
wie Fischol, insbesondere Lachsol, Heringsol, Makrelenol, oder 
Thunfischol; enthalten. 

31. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 30, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie hypoallergen und/oder im 
wesentlichen glutenfrei ist. 

32. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 31, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie eine Sauglingsnahrung ist. 
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33. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 32, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie als Pulver, insbesondere als 
Lyophilisat, vorliegt. 

5 34. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 33, dadurch 

gekennzeichnet, daft sie zusatzlich Fettsauresupplemente, 
insbesondere ungesattigte Fettsauren, vorzugsweise Omega-3- 
Fettsauren, insbesondere Alphalinolensaure, 

Docosahexaensaure, Eicosapentaensaure, oder Omega-6 
10 Fettsauren, insbesondere Arachidonsaure, Linolsaure, 

Linolensaure; oder Olsaure enthalt. 

35. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 34, dadurch 
gekennzeichnet, daft sie Fischolzusatze, insbesondere aus 
15 Lachs-, Hering-, Makrelen- oder Thunfischol, enthalt. 



36. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 35, dadurch 
gekennzeichnet, daft sie als Milchersatzmittel, insbesondere 
fur Sauglinge, verwendbar ist. 

20 

37. Spezialnahrung nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Milchersatzmittel einen Fettanteil aufweist, wobei 
insbesondere 90% als Triglyzeride, 10% als Mono- und 
Diglyzeride vorliegen. 



38. Spezialnahrung nach Anspruch 37, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Fettanteil Disteiol und/oder Sojaol und/oder Kokosol 
umfasst. 
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39. Spezialnahrung nach einem der Anspruche 28 bis 38, dadurch 
gekennzeichnet, daft das Milchersatzmittei als 
Milchmixgetrank, insbesondere Fruchtmilchmixgetrank Oder 
Kakao ausgebiidet ist. 

40. Phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel, enthaltend ein 
proteinarmes Grundnahrungsmittel sowie wenigstens eine 
Verbindung mit folgender allgemeiner Formel: 



R2 R3 R4 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kohlenstoffatome, enthalt; 

worin R2 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 

worin R3 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 Hs; 

worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus 
der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
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ein C9 bis C32 Acyirest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acyirest, 
ist; 

worin R5 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 
CH 3) C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 

worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahit wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2 , F, CI, Br, 1, CH 3l 
COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7j Butyl ist; 

worin R10 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 
C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; sowie 

deren lebensmitteltechnisch akzeptablen Salze. 

41. Phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel nach Anspruch 40, 
dadurch gekennzeichnet, dass sie wenigstens eine Verbindung 
enthalt, welche ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend 
aus: 5,6,7, 8-Tetrahydrobiopterin, Sapropterin, insbesondere 
dessen Hydrochlorid, sowie einer Verbindung mit folgender 
Struktur: 




(-HrR^'S^RJ^-Amino-S^r^'-dihydroxypropyO-S^./^-tetrahydro- 

4(3H)-pteridinon, 
insbesondere deren Dihydrochlorid oder Sulfat und/oder 
2-N-Stearoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5,6,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-Decanoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5,S,7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
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2-N-Palmitoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5 I 6 J 7,8-tetrahydrobiopterin; und/oder 
2-N-LinoIeoyl-1 , ,2 , -di-0-acetyl-5 J 6 I 7 J 8-tetrahydrobiopterin. 

42. Phenylalaninarmes Spezialnahrungsmittel nach Anspruch 40 
Oder 41, dadurch gekennzeichnet, daft es ausgewahlt ist aus: 
Fertiggerichte; Teigwaren, insbesondere Nudeln; Backwaren, 
insbesondere Brot, Kuchen, Kekse; SQBwaren, insbesondere 
Schokolade, Bonbons, Eis; Getranke, insbesondere 
Milchersatzmittel, ausgebildet als Milchmixgetrank, insbesondere 
als Fruchtmilchmixgetrank oder Kakao; sowie Bier. 

43. Diagnostikum zur Diagnose von Tetrahydrobiopterin-Sensitivitat 
bei Erkrankungen des Aminosaurestoffwechsels einhergehen, 
enthaltend wenigstens eine Verbindung mit folgender 
allgemeiner Formei: 




R10 



worin R1 ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 
SH, F, CI, Br, I, NH 2 , N(CH 3 ) 2 , N(C 2 H 5 ) 2 , N(C 3 H 7 ) 2 ; NH-Acyl, 
wobei der Acylrest 1 bis 32 Kohlenstoffatome enthalt, 
insbesondere CH 3 0, bevorzugt 9 bis 32, vorzugsweise 9 bis 
20 Kbhienstoffatome, enthalt; 
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worin R2 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: H, OH, 

SH, NH 2 , F, CI, Br, I, O, S; 
worin R3 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C2H5; 

5 worin R4 und R6 unabhangig voneinander ausgewahit werden aus 

der Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2l F, CI, Br, I, 
Acetyl, OX, wobei X ein C1 bis C32 Acylrest, insbesondere 
ein C9 bis C32 Acylrest, bevorzugt ein C9 bis C20 Acylrest, 
ist; 

10 worin R5 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: Phenyl, 

CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl, Isobutyl, t-Butyl; 
worin R7 und R8 unabhangig voneinander ausgewahit wird aus der 
Gruppe bestehend aus: H, OH, SH, NH 2j F, CI, Br, I, CH 3 , 
COOH, CHO, COOR9, wobei R9 CH 3 , C 2 H 5 , C 3 H 7 , Butyl ist; 
15 worin R10 ausgewahit wird aus der Gruppe bestehend aus: H, CH 3 , 

C 2 H 5 , und - - eine optionale Doppelbindung darstellt; 
insbesondere 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin; sowie deren 
pharmazeutisch akzeptablen Salze. 



20 44. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Zustande umfassen: Phenylketonurie, insbesondere milde Phenylketonurie, 
klassische Phenylketonurie; Pigmentstorungen der Haut, insbesondere 
Vitiligo; sowie Zustande bedingt durch verminderte zellulare Verfugbarkeit 
von Katecholaminen, insbesondere orthostatische Hypotension (Shy-Drager 

25 Syndrom), muskulare Dystonie; sowie Neurotransmitterstorungen, 
insbesondere Schizophrenie; Zustande bedingt durch verminderte zellulare 
Verfugbarkeit von Dopamin oder Serotonin als Folge von 
Tyrosinhydroxylase- oder Tryptophanhydroxylasemangel, insbesondere 
Parkinsonismus, . depressive Erkrankungen sowie dystone 
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Bewegungsstorungen, Zustande mit verminderter NO-Synthaseaktivitat, 
insbesondere endotheliale Dysfunktion, mangeinde Infektabwehr. 



PCT/EP2003/014262 



1/5 



n = 10 



BH4 - sensitiv 



P = 0.0Q5 n = 17 



P = 0.0OQ1 




Milde PKU 

I 




r 



Vor Vor 4h 8h 15h 
Phe BH 4 



Vor Nach 4h 3h 15h 
Phe BH 4 



BH4 - nicht sensitiv 



n a 4 



P = 1.0 n = 7 



P = 0.74 



1000 
750 
500 - 
250 



Milde PKU 



e=3 



PKiy _x 

X 



T 



X 



X 



Vor Vor 4h 3h ^5h Vor Vor 4h 

Phe BH 4 Phe BH 4 



8h -15h 



Fig. 1 



WO 2004/058268 



PCT/EP2003/014262 



2.1/5 



A 



> 
o 
a 

<n in 
O o 
a a 

E 



BH4 - sensitiv 



13.0 



n= 10 



6.5 ■ 




P = 0.005 na 17 



Vor SH 4 



Nach BH 4 



P < 0.00O1 



Milde PKU 




Vor BH 4 



Nach BH 4 



CD 
> 
O 

o 

o 
o 

cn . 

> 

-2 

E 



.22 
"en 
o 
Q 

<D 
T3 



BH4 - nicht sensitiv 



'13.0 



n = 4 



P = 0.11 n=7 



6.5 " 



Milde PKU 



Vor BH 4 



Nach BH, 



P = 0.17 



PKU 



Vor BH 4 



Nach BH 4 



Fig. 2 



WO 2004/058268 



PCT/EP2003/014262 



2.2/5 




Fig. 2 Fortsetzung 



WO 2004/058268 



PCT/EP2003/014262 



3/5 



X 

CQ 

'sz 
o 

CO 

2: 



i 

i 

! 








i 

1 • 


! 
j 








j 

- - J 


• 












* 

• 






^..o c 


? 




© 


1 © 


© 


~0 — 

0 




• 



CM 



- CD 



O 

o 

CM 



O 

o 
o 



o 
o 

00 



o 
o 

CD 



o 

O 



O 
O 
CM 



[l/iourrf] muBiEiAuoqd-eujSBid 



m 

i_ 

o 

> 

































• # 








• 


m $ 




» 






© 


s # 




© 


! © 
I • 





CM 



-CD 



• CO 



- CO 



o 
o 

CM 



o 
o 
o 



o 
o 
00 



o 

o 

CO 



o 
o 



o 
o 

CM 



[i/lOLUTi] UlUBjElAuaijcI-BlUSEIcf 



Fig. 3 



WO 2004/058268 



PCT/EP2003/014262 




Fig. 



4 



WO 2004/058268 



PCT/EP2003/014262 




Fig. 5 



